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摘要: 目的 分析镉染毒处理肝细胞中蛋白磷酸酶 2A( PP2A) -Aα 支架亚基基因 PPP2Ｒ1A 启动子区甲基化状态
及其转录水平的改变。方法 采用永生化人正常肝 L02 细胞及肝细胞癌 HepG2 细胞为研究对象，对其进行以下
分组和处理: ① 低、中和高剂量氯化镉( CdCl2 ) 处理组，分别予浓度为 20. 0、40. 0 和 60. 0 μmol /L CdCl2 处理 24 h;
② 低、中和高剂量 5-氮杂-2’-脱氧胞苷( 5-Aza-dC) 处理组，分别予浓度为 2. 5、5. 0 和 10. 0 μmol /L 5-Aza-dC 处理
48 h; ③ 5-Aza-dC 组予浓度为 5. 0 μmol /L 的 5-Aza-dC 处理 48 h，CdCl2 组予浓度为 40. 0 μmol /L 的 CdCl2 处理
24 h，( 5-Aza-dC + CdCl2 ) 组予浓度为 5. 0 μmol /L 的 5-Aza-dC 预处理 48 h 后再予浓度为 40. 0 μmol /L CdCl2 处理
24 h; ④ CdCl2 处理组予浓度为 40. 0 μmol /L CdCl2 处理 24 h。上述 4 种分组均设对照组，予等体积生理氯化钠溶
液或二甲基亚砜处理。经① ～③处理后的细胞采用实时荧光定量聚合酶链反应( PCＲ) 检测 PPP2Ｒ1A、金属硫蛋白
1B( MT1B) 和 DNA 甲基转移酶 3A( DNMT3A) 的 mＲNA 转录水平( 以对照组水平为 1. 00) 。经④ 处理后的细胞采
用亚硫酸氢盐修饰后 PCＲ 扩增 PPP2Ｒ1A 启动子区克隆测序检测 CpG 岛的甲基化情况。结果 L02 细胞和 HepG2
细胞中，不同剂量 CdCl2 处理组 PPP2Ｒ1A mＲNA 转录水平随镉处理剂量增高呈剂量依赖性下降( P ＜ 0. 05) ; 不同剂
量 5-Aza-dC 处理组 PPP2Ｒ1A mＲNA 转录水平随 5-Aza-dC 处理剂量增加呈剂量依赖性升高( P ＜0. 05) 。2 种细胞中，
分别与对照组和 5-Aza-dC 处理组比较，CdCl2 处理组和( 5-Aza-dC + CdCl2 ) 处理组 PPP2Ｒ1A mＲNA 转录水平均下降
( P ＜0. 05) ，MT1B 和 DNMT3A 的 mＲNA 转录水平均升高( P ＜ 0. 05) ; 与 CdCl2 处理组比较，( 5-Aza-dC + CdCl2 ) 处理
组 PPP2Ｒ1A mＲNA 转录水平均升高( P ＜ 0. 05) ，MT1B 和 DNMT3A 的 mＲNA 转录水平均下降( P ＜ 0. 05) 。甲基化
测序结果显示，L02 细胞 CdCl2 处理组 PPP2Ｒ1A 启动子区甲基化率高于对照组( 6. 35% vs 2. 31% ，P ＜ 0. 01 ) ，
HepG2 细胞 CdCl2 处理组 PPP2Ｒ1A 启动子区甲基化率与对照组比较，差异无统计学意义( 5. 19% vs 3. 85% ，P ＞
0. 05) 。结论 外源化学物 CdCl2 可诱导肝细胞中 PPP2Ｒ1A 转录水平降低，可能与镉能够引起目的基因启动子区
甲基化状态改变有关，提示 PP2A 亚基基因的表观遗传学调控可影响镉诱导的肝细胞功能。
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Effects of cadmium on promoter methylation and transcriptional level
of PPP2Ｒ1A gene in hepatocytes
ZHANG Yu-jing* ，CHEN Hui-feng，LIAO Kun，XIA Bin，YIN Hua，HE Cheng-yong，LIN Yu-chun，LIN Zhong-ning
* Guangdong Provincial Key Laboratory of Food，Nutrition and Heath，School of Public Health，
Sun Yat-sen University，Guangzhou，Guangdong 510080，China
Abstract: Objective To analyze the effects of cadmium on the promoter methylation and transcriptional level of protein
phosphatase 2A( PP2A) -Aα supported subunit gene PPP2Ｒ1A gene in hepatocytes． Methods The immortalized human
fetal liver cell line L02 and the hepatocellular carcinoma cell line HepG2 were selected as the research objects: ① Cells
were treated with low-，medium-and high-dose ( 20. 0，40. 0 and 60. 0 μmol /L) cadmium chlorid ( CdCl2 ) for 24 h． ②
Cells were treated with low-，medium- and high-dose ( 2. 5，5. 0 and 10. 0 μmol /L) 5-aza-2'-deoxycytidine ( 5-Aza-dC)
for 48 h． ③ Cells were given 5． 0 μmol /L for 48 h in 5-Aza-dC group，cells were exposed to 40． 0 μmol /L CdCl2 for 24 h
in CdCl2 group and cells were exposed to 40． 0 μmol /L CdCl2 for 24 h after 48 h pretreatment of 5． 0 μmol /L 5-Aza-dC in
( 5-Aza-dC + CdCl2 ) group． ④ Cells were treated with 40． 0 μmol /L CdCl2 for 24 h in CdCl2 group． The above groups
were all given the controls with the same volumes of physiological sodium chloride solution or dimethyl sulfoxide． Ｒeal-time
fluorescent quantitative polymerase chain reaction ( PCＲ) detection was used to detect the mＲNA transcriptional levels of
·694· 中国职业医学 2014 年 10 月第 41 卷第 5 期 Chin Occup Med，October 2014，Vol． 41，No． 5
PPP2Ｒ1A，Metallothionein 1B ( MT1B) ，DNA methyltransferase 3A ( DNMT3A) after treatments ①-③． After treatment
④，cloning sequencing was used to detect the CpG island methylation status of PPP2Ｒ1A promoter after bisulfite sequen-
cing PCＲ． Ｒesults In L02 and HepG2 cells，the transcriptional levels of PPP2Ｒ1A mＲNA in CdCl2 group were decreased
in a dose-dependent manner ( P ＜0． 05) ． The transcriptional Levels of PPP2Ｒ1A mＲNA in 5-Aza-dC group were increased
in a dose-dependent manner ( P ＜0． 05) ． In the two kinds of cells，compared with the control or 5-Aza-dC group，transcrip-
tional levels of PPP2Ｒ1A mＲNA in CdCl2 group and ( 5-Aza-dC + CdCl2 ) group were decreased significantly respectively
( P ＜0. 05) ，while transcriptional levels of MT1B and DNMT3A mＲNA in the 2 groups were increased significantly respec-
tively ( P ＜0. 05) ; compared with thoes of CdCl2 group，transcriptional levels of PPP2Ｒ1A mＲNA in ( 5-Aza-dC + CdCl2 )
group were increased significantly ( P ＜0. 05) ，while transcriptional levels of MT1B and DNMT3A mＲNA in the group were
decreased significantly respectively ( P ＜0. 05) ． According to the results of sequencing，the methylation ratio of CpG island
in PPP2Ｒ1A promoter region was significantly increased in CdCl2 group compared with that of the control in L02 cells
( 6. 35% vs 2. 31%，P ＜0． 01) ; but there was no obvious increase in HepG2 cells ( 5． 19% vs 3． 85%，P ＞0． 05) ． Conclu-
sion It was indicated the CdCl2 could lead to the transcription inhibition of PPP2Ｒ1A，and the effect may be related with
the change of its promoter methylation status． These data showed epigenetic regulation of PP2A subunit genes may affect the
function of hepatocytes exposed to cadmium．









人肝细胞上皮细胞 DNA 甲基转移酶( DNMT) 表达升
高，导致 DNA 高甲基化［3 － 4］。蛋白磷酸酶 2A( Protein
phosphatase 2A，PP2A) 通过对关键蛋白的去磷酸化作
用，在细胞的生理及病理过程中发挥重要的调控作




本研究通过建立氯化镉( CdCl2 ) 染毒永生化人正常肝
L02 细胞( 以下简称“L02 细胞”) 和肝细胞癌 HepG2




1． 1 细胞、仪器和试剂 L02 细胞( 中山大学生命科
学院) ; HepG2 细胞( 中山大学肿瘤研究所) ; XL1-Blue
感受态细胞( 美国 Stratagene 公司) 。2720 型聚合酶链
反应( PCＲ) 仪、7500 型实时荧光定量聚合酶链反应
( QＲT-PCＲ) 仪( 美国 ABI 公司) ; 二氧化碳( CO2 ) 培养
箱( 美国 Thermo 公司) 。胎牛血清( FBS) 、ＲPMI-1640
培养基( 美国 HyClone 公司) ; 胰酶、青 － 链霉素( 美国
Gibco 公 司) ; 细 胞 总 ＲNA 提 取 试 剂 ( TＲIzol，美 国
Invitrogen 公司) ; PCＲ 逆转录试剂盒、TA 连接载体( 日
本 TaKaＲa 公司) ; 甲基转移酶抑制剂 5-氮杂-2’-脱氧
胞苷( 5-Aza-dC) 、CdCl2、二甲基亚砜( DMSO) 、氨苄青
霉素、氯化钠( 美国 Sigma 公司) ; 琼脂糖( 上海 Yito 生
物器材企业有限公司) ; DNA 分子标记( DNA marker) 、
特异性引物合成( 上海生工生物工程有限公司) ; EZ
DNA 甲基化试剂盒( 美国 Zymo Ｒesearch 公司) ; 凝胶
纯化试剂盒( 美国 Qiagen 公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 L02 细胞和 HepG2 细胞离体培养 2 种细胞
均用含体积分数为 10. 00% FBS 和体积分数为 1. 00%
青 － 链霉素的 ＲPMI-1640 培养基在 37 ℃、体积分数
为 5. 00%的 CO2 培养箱中培养，2 ～ 3 d 传代 1 次，取
生长良好的对数期细胞，用体积分数为 0. 05% 胰酶消
化后接种，设置不同的细胞处理组，用于后续实验。
1． 2． 2 L02 细胞和 HepG2 细胞分组和处理 ①2 种
细胞均设低、中和高剂量 CdCl2 处理组，分别予浓度为
20. 0、40. 0 和 60. 0 μmol /L CdCl2 处理 24 h; ②2 种细
胞均设低、中和高剂量 5-Aza-dC 处理组，分别予浓度
为 2. 5、5. 0 和 10. 0 μmol /L 5-Aza-dC 处理 48 h 作为
去甲基化干预模型; ③2 种细胞均设 5-Aza-dC 组( 相
当于阳性对照组) 、CdCl2 组和( 5-Aza-dC + CdCl2 ) 组，
5-Aza-dC 组予 浓 度 为 5. 0 μmol /L 的 5-Aza-dC 处 理
48 h，CdCl2 组 予 浓 度 为 40. 0 mol /L 的 CdCl2 处 理
24 h，( 5-Aza-dC + CdCl2 ) 组采用浓度为 5. 0 μmol /L 的
5-Aza-dC 预处理 48 h 后再予浓度为 40. 0 mol /L CdCl2
处理 24 h，以建立验证模型。④2 种细胞均设 CdCl2 处
理组，予浓度为 40. 0 μmol /L CdCl2 处理细胞 24 h，用于
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甲基化测序。上述①、③和④项的分组均另设对照组，
予等体积生理氯化钠溶液处理 24 h;②项的分组另设予
等体积 DMSO 处理 48 h 的对照组。
1． 2． 3 QＲT-PCＲ 检测细胞内目的基因 mＲNA 转录水
平 分别收集 1. 2. 2 中第①、②和③项处理后的 L02
细胞和 HepG2 细胞的各组细胞，采用 TＲIzol 法提取总
ＲNA，采用 PCＲ 逆转录试剂进行逆转录获得总 cDNA。
采用 QＲT-PCＲ 仪以本课题组设计的相关引物( 表 1 )
检测细胞中目的基因 PPP2Ｒ1A、金属硫蛋白 1B 基因
( MT1B) 和 DNA 甲基转移酶 3A 基因 ( DNMT3A) 的
mＲNA 转录 水 平。以 各 自 对 照 组 β-肌 动 蛋 白 基 因
( ACTB) 扩增信号为参照，以获得的各目的基因的扩
增信号 ΔCt; 以对照组细胞中各基因相对表达量为参
照( 设为 1. 00) ，获得各目的基因的 ΔΔCt，按 2 － ΔΔCt 计
算各目的基因的 mＲNA 相对表达水平，即为其转录水
平。此实验重复3 次。
1． 2． 4 亚硫酸氢盐修饰后 PCＲ 扩增法( BSP) 克隆测
序检测 DNA 甲基化水平 ①基因组 DNA 提取、亚硫
酸氢盐修饰和 PCＲ 扩增。收集 1． 2． 2 中第④项的 L02




引物( 表 1) 进行 PCＲ 扩增，获得 PPP2Ｒ1A 基因 5'侧
翼端( － 424 ～ + 237 nt) 启动子区序列。其中，50. 0 μl
PCＲ 扩 增 体 系 含 2 × Taq Platinum PCＲ Master Mix
25. 0 μl、引物各 2. 5 μl、DNA 模板 2. 5 μl。PCＲ 条件:
94 ℃、2 min 预变性; 94 ℃、30 s 变性，58 ℃、30 s 退
火、72 ℃、2 min 延伸，共 35 个循环; 72 ℃、10 min 终
止延伸后，4 ℃保存。②重组片段克隆 PCＲ 扩增序列
鉴定和 DNA 甲基化检测。PCＲ 扩增产物经琼脂糖凝
胶电泳鉴定后，采用凝胶纯化试剂盒按照操作说明书
步骤，回收纯化目的 DNA 片段。按常规方法进行分子
克隆。具体操作方法: 常规进行 TA 载体连接，转化
XL1-Blue 感受态细胞; 转化产物平铺于含质量浓度为
100 mg /L 氨苄青霉素的 LA 平板上，37 ℃倒置培养至
可见克隆形成，随机挑选独立、圆滑的菌落作为模板，
采用表 1 中 pMD19T 特异性引物进行 PCＲ 鉴定。随
机挑选 10 个鉴定含有目的 DNA 片段的克隆至含质量
浓度为 100 mg /L 氨苄青霉素的 LB 培养基中，37 ℃振
荡培养 12 ～ 16 h; 取菌液送上海生工生物工程有限公
司测序，获得含有 PPP2Ｒ1A 启动子区目的 DNA 片段
的测序图谱。以美国国家生物技术信息中心基因银
行( Genebank) 序列为参照，分析测序获得的目的片段
52 个 CpG 位点中各 CpG 二核苷酸位点的甲基化比
例，结果以 PPP2Ｒ1A 启动子区甲基化率( % ) 表示，以
评价甲基化状态的改变。
表 1 QＲT-PCＲ、PCＲ 扩增和克隆的特异性引物序列
引物名称 引物序列( 5'-3') 长度( bp)
ACTB 上游: CACCAGGGCGTGATGGT 257
下游: CTCAAACATGATCTGGGTCAT
PPP2Ｒ1A 上游: TCTGCATCAATGTGCTGTCT 170
下游: TTCACTCTGCAAGGTGCTGT
MT1B 上游: GGCTTGTCTTGGCTCCAAATG 289
下游: GCAAACCGGTCAGGGTAGTT
DNMT3A 上游: GGTATGAACAGGCCGTTG 215
下游: GGGAAACCAAATACCCTTTCC
PPP2Ｒ1ApMe-1 上游: TTGGGTTTTGGTATAAATTAAG 321
下游: AACAAAAATTAACCATATCCTAACＲACC
PPP2Ｒ1ApMe-2 上游: TAGGTTTAAATTAGTTAAATTTTGTTTA 376
下游: TACCCCCAAATACCCCTCC
pMD19T 上游: ATGTGCTGCAAGGCGATTAAG 222
下游: CATACGAGCCGGAAGCATAAAGT
1． 3 统计学分析 采用 SPSS 19. 0 软件进行统计学
分析。计量资料经正态性检验符合正态分布，以 珋x ± s
表示; 多组组间均数比较用单因素方差分析，均数间
两两比较采用 SNK 法; 计数资料率的比较采用Pearson
 2检验。检验水准 α = 0. 05。
2 结 果
2． 1 CdCl2 处理对 2 种细胞 PPP2Ｒ1A mＲNA 转录水
平影响 L02 细胞和 HepG2 细胞的 4 组 PPP2Ｒ1A
mＲNA 转录水平分别比较，差异均有统计学意义( F 值
分别为 47． 183、19． 786，P ＜ 0． 01 ) ; 与各自对照组比
较，中、高剂量 CdCl2 处理组的 PPP2Ｒ1A mＲNA 转录
水平均下降，差异有统计学意义( P ＜ 0． 05) ; 2 种细胞
的 3 个 CdCl2 处理组 PPP2Ｒ1A mＲNA 转录水平分别
两两比较，差异均有统计学意义( P ＜ 0． 05) ，说明 2 种
细胞中 PPP2Ｒ1A mＲNA 转录水平均随 CdCl2 处理剂
量的增加而下降，呈剂量 － 效应关系。见表 2。
表 2 4 组 L02 细胞和 HepG2 细胞 PPP2Ｒ1A mＲNA
转录水平比较 ( 珋x ± s)
组 别 实验次数 L02 细胞 HepG2 细胞
对照组 3 1． 00 ± 0． 02 1． 00 ± 0． 03
低剂量 CdCl2 处理组 3 0． 95 ± 0． 02 0． 93 ± 0． 05
中剂量 CdCl2 处理组 3 0． 78 ± 0． 06ab 0． 80 ± 0． 03ab
高剂量 CdCl2 处理组 3 0． 67 ± 0． 04abc 0． 71 ± 0． 04abc
注: 与 对 照 组 比 较，aP ＜ 0． 05; 与 低 剂 量 CdCl2 处 理 组 比 较，
bP ＜ 0． 05; 与中剂量 CdCl2 处理组比较，cP ＜ 0． 05。
2． 2 5-Aza-dC处理对 2 种细胞 PPP2Ｒ1A mＲNA转录
水平影响 L02 细胞和 HepG2 细胞的 4 组 PPP2Ｒ1A
mＲNA 转录水平分别比较，差异均有统计学意义( F 值
分别为 622. 010、130. 954，P ＜ 0. 01 ) ; 2 种细胞的 4 组
PPP2Ｒ1A mＲNA 转录水平两两比较，差异均有统计学
意义( P ＜ 0. 05 ) 。说明 2 种细胞的 PPP2Ｒ1A mＲNA
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转录水平均随 5-Aza-dC 处理剂量的增加而升高，呈剂
量 － 效应关系。见表 3。
表 3 4 组 L02 细胞和 HepG2 细胞 PPP2Ｒ1A mＲNA
转录水平比较 ( 珋x ± s)
组 别 实验次数 L02 细胞 HepG2 细胞
对照组 3 1． 00 ± 0． 06 1． 00 ± 0． 03
低剂量 5-Aza-dC 处理组 3 1． 28 ± 0． 07a 1． 21 ± 0． 04a
中剂量 5-Aza-dC 处理组 3 1． 60 ± 0． 04ab 1． 71 ± 0． 13ab
高剂量 5-Aza-dC 处理组 3 2． 62 ± 0． 04abc 2． 43 ± 0． 14abc
注: 与对照 组 比 较，aP ＜ 0． 01; 与 低 剂 量 5-Aza-dC 处 理 组 比 较，
bP ＜ 0． 05; 与中剂量 5-Aza-dC 处理组比较，cP ＜ 0． 05。
2． 3 5-Aza-dC对 CdCl2 处理的目的基因 mＲNA 转录
水平影响
2． 3． 1 对 PPP2Ｒ1A mＲNA 转录水平影响 L02 细胞
和 HepG2 细胞的 4 组 PPP2Ｒ1A mＲNA 转录水平分别
比较，差异均有统计学意义 ( F 值 分 别 为 128. 164、
38. 123，P ＜ 0. 01 ) ; 与各自对照组比较，2种细胞的
PPP2Ｒ1A mＲNA 转录水平在 5-Aza-dC 处理组均升高，
在 CdCl2 处理组和( 5-Aza-dC + CdCl2 ) 组均下降，差异
均有统计学意义( P ＜ 0. 05) ; 2 种细胞的( 5-Aza-dC +
CdCl2 ) 处理组 PPP2Ｒ1A mＲNA 转录水平均高于 CdCl2
处理组，差异均有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见表 4。
2． 3． 2 对 MT1B mＲNA 转录水平影响 L02 细胞和
HepG2 细胞的 4 组 MT1B mＲNA 转录水平分别比较，
差异 均 有 统 计 学 意 义 ( F 值 分 别 为 2 494. 707、
4 275. 786，P ＜ 0． 01) ; 与各自对照组比较，2 种细胞中
MT1B mＲNA 转录水平在 5-Aza-dC 处理组、CdCl2 处
理组和( 5-Aza-dC + CdCl2 ) 处理组均升高，差异均有统
计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; 2 种细胞的( 5-Aza-dC + CdCl2 )
处理组 MT1B mＲNA 转录水平均低于 CdCl2 处理组，
差异均有统计学意义( P ＜ 0． 05) 。见表 4。
2． 3． 3 对 DNMT3A mＲNA 转录水平影响 L02 细胞
和 HepG2 细胞的 4 组 DNMT3A mＲNA 转录水平分别
比较，差异均有统计学意义( F 值分别为 877. 470 和
1 172. 985，P ＜ 0． 01 ) ; 与各自对照组比较，2 种细胞
中 DNMT3A mＲNA 转 录 水 平 在 CdCl2 处 理 组 和
( 5-Aza-dC + CdCl2 ) 处理组均升高，差异均有统计学意
义( P ＜ 0． 05) ; 2 种细胞的( 5-Aza-dC + CdCl2 ) 处理组
DNMT3A mＲNA 转录水平均低于 CdCl2 处理组，差异
均有统计学意义( P ＜ 0． 05) 。见表 4。
表 4 4 组 L02 细胞和 HepG2 细胞 PPP2Ｒ1A、MT1B、DNMT3A 的 mＲNA 转录水平比较 ( 珋x ± s)
组 别 实验次数
L02 细胞 HepG2 细胞
PPP2Ｒ1A MT1B DNMT3A PPP2Ｒ1A MT1B DNMT3A
对照组 3 1． 00 ± 0． 02 1． 00 ± 0． 04 1． 00 ± 0． 02 1． 00 ± 0． 03 1． 00 ± 0． 02 1． 00 ± 0． 01
5-Aza-dC 处理组 3 1． 35 ± 0． 05a 9． 46 ± 1． 31a 1． 12 ± 0． 03a 1． 29 ± 0． 02a 5． 32 ± 0． 72a 1． 03 ± 0． 04
CdCl2 处理组 3 0． 72 ± 0． 03ab 2 482． 14 ± 70． 41ab 2． 87 ± 0． 08ab 0． 79 ± 0． 06ab 3 667． 94 ± 84． 65ab 2． 72 ± 0． 02ab
( 5-Aza-dC + CdCl2) 处理组 3 0． 88 ± 0． 04abc 1 464． 50 ± 50． 06abc 1． 74 ± 0． 05abc 0． 90 ± 0． 05abc 1 113． 43 ± 31． 99abc 1． 68 ± 0． 06abc
注: 与对照组比较，aP ＜ 0． 05; 与 5-Aza-dC 处理组比较，bP ＜ 0． 05; 与 CdCl2 处理组比较，cP ＜ 0． 05。
2． 4 PPP2Ｒ1A 近端启动子区甲基化 PCＲ 扩增及重
组克隆鉴定结果
2． 4． 1 不同目的 DNA 片段的甲基化 PCＲ 扩增 分别
PCＲ 扩增甲基化修饰的 PPP2Ｒ1A 近端启动子区 2 个目
的片段产物，可见321 和376 bp 的特异性条带，位置( 1、
2 泳道) 与预期目的片段大小相符。见图 1-A。
2． 4． 2 目的片段重组克隆的 PCＲ 扩增及鉴定 不含
插入目的 DNA 片段的空载体只扩增出 222 bp 条带( 2
泳道) ，含 PPP2Ｒ1A 近端启动子区 2 个不同目的片段
的克隆可分别扩增出 543 和 598 bp 的条带( 3、5、6、8
和 9 泳道) ，提示重组克隆中含有的目的 DNA 序列插
入在 pMD19T 上下游引物之间。见图 1-B、C。
注: A: PPP2Ｒ1A 近端启动子区不同目的基因 DNA 片段 PCＲ 产物; B: 重组克隆空载体 PCＲ 扩增与鉴定结果; C: 含不同目的 DNA 片段重组克隆
PCＲ 扩增与鉴定结果; M: DNA marker。
图 1 PPP2Ｒ1A 近端启动子区甲基化 PCＲ 扩增及重组克隆鉴定结果
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2． 5 CdCl2 对 PPP2Ｒ1A 启动子区甲基化状态及甲基
化率的影响 2 种细胞的基因组 DNA 经亚硫酸氢盐
修饰后测序，发现未甲基化的 CpG 碱基变为 TpG( 图
2-A) ，甲基化的 CpG 碱基不变( 图 2-B) 。BSP 克隆测
序结果显示，L02 细胞 CdCl2 处理组的 PPP2Ｒ1A 启动
子区甲基化率高于对照组，差异有统计学意义(  2 =
10. 243，P ＜ 0. 01 ) ; HepG2 细 胞 CdCl2 处 理 组 的
PPP2Ｒ1A 基因启动子区甲基化率虽然稍高于对照组，
但差异无统计学意义(  2 = 1． 092，P = 0． 296 ) 。见表
5、图 2-C。
表 5 2 组 L02 细胞和 HepG2 细胞 PPP2Ｒ1A 启动子区甲基化情况比较
组 别 克隆数( 个) CpG 位点数( 个)
L02 细胞 HepG2 细胞
甲基化位点数( 个) 甲基化率( % ) 甲基化位点数( 个) 甲基化率( % )
对照组 10 520 12 2． 31 20 3． 85
CdCl2 处理组 10 520 33 6． 35a 27 5． 19
注: 与对照组比较，aP ＜ 0． 01。
注: A: 未甲基化的 CpG ; B: 甲基化的 CpG; C: CdCl2 处理对 L02 和 HepG2 细胞中 PPP2Ｒ1A 启动子区甲基化状态的影响。
















采用 CdCl2 染毒大鼠 8 ～ 12 周，发现大鼠周围血白细
胞增殖受到严重抑制，认为该效应的发生与 p16 甲基
化水平升高密切相关。Wang 等［15］在 CdCl2 染毒 4 周







示，不同剂量( 浓度为 20． 0 ～ 60． 0 μmol /L) 的 CdCl2
短时间( 24 h) 暴露使肝细胞中 PPP2Ｒ1A mＲNA 转录
水平随镉处理剂量增加而呈剂量依赖性下降 ( P ＜







行验证，在不同剂量 ( 浓度为 2. 5 ～ 10. 0 mol /L ) 的
5-Aza-dC 处理的 L02 细胞和 HepG2 细胞中，均表现出
PPP2Ｒ1A mＲNA 转录水平的升高( P ＜ 0. 05 ) ，并表现
出随 5-Aza-dC 处理剂量增加呈剂量依赖性升高的趋
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势( P ＜ 0. 05 ) ，提示由于 5-Aza-dC 的去甲基化作用，
致使 PPP2Ｒ1A 启动子区甲基化水平下降，从而增加
了基因 转 录 水 平。以 上 研 究 结 果 为 进 一 步 阐 明






物，发现 CdCl2 可使肝细胞模型中 MT1B 和 DNMT3A
的 mＲNA 转录水平升高( P ＜ 0. 05 ) ，提示镉暴露与肝
细胞中甲基化状态变化有关; 并且在 5-Aza-dC 干预模
型中，( 5-Aza-dC + CdCl2 ) 处理组 MT1B 和 DNMT3A 的
mＲNA 转录水平均低于 CdCl2 处理组( P ＜ 0. 05 ) ，说
明 5-Aza-dC 干预可明显影响 CdCl2 诱导 DNMT3A 转
录介导的甲基化调控。在此基础上，为了证实镉暴露
对 PPP2Ｒ1A 甲基化调控的潜在靶向作用，本研究通
过对 BSP 修饰的甲基化 DNA 克隆测序，发现 L02 细
胞的 CdCl2 处理组 PPP2Ｒ1A 启动子区甲基化率高于
对照组( P ＜ 0. 01) ，提示 PPP2Ｒ1A 启动子区甲基化可
能是参与 CdCl2 诱导的肝毒性的主要表观遗传调控机
制之一。本研究结果显示，HepG2 细胞的 CdCl2 处理
组 PPP2Ｒ1A 启动子区甲基化率与对照组比较，差异
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